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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos 
não é senão uma gota de água no mar. Mas o 
mar seria menor se lhe faltasse uma gota.” 
 







O cromossomo Philadelphia, encontrado principalmente em pacientes com leucemia mieloide crônica 
(LMC), expressa diferentes transcritos BCR-ABL1, sendo o principal deles o b2a2. Esses transcritos 
codificam proteínas que possuem atividade tirosina-quinase constitutivamente ativa e, 
consequentemente, ativam múltiplas cascatas resultando no desencadeamento da doença. Atualmente 
as principais metodologias empregadas no diagnóstico e monitoramento da LMC utilizam técnicas de 
biologia molecular que apresentam uma série de desvantagens tais como custo, necessidade de mão 
de obra qualificada, falta de sensibilidade e, ainda, não quantificam a proteína quimérica BCR-ABL1, a 
qual é o principal fator indutor da doença, principalmente porque a quantidade de RNAm não é fiel ao 
montante da quimera. No presente estudo, buscou-se identificar ligantes da proteína referente ao 
transcrito b2a2 que pudessem ser aplicados na detecção e quantificação da proteína BCR-ABL1, 
fornecendo um diagnóstico preciso além de uma alternativa para o monitoramento da doença residual 
mínima. Portanto, utilizou-se a técnica de Phage Display a fim de se obter peptídeos expressos em 
fagos com afinidade para um peptídeo sintético correspondente ao fragmento correspondente ao 
transcrito b2a2 (pepb2a2).  Para tanto, diferentes estratégias de seleção desses peptídeos foram 
utilizadas, sendo a mais eficaz aquela em que se utilizou uma solução ácida concomitantemente à 
sonicação para a eluição. Foram identificados dois clones (25S e 13S) cujas reatividades frente ao 
pepb2a2 foram confirmadas por ELISA com absorbâncias de 0,97 e 1,34, respectivamente, próximas 
a absorbância de 1,30 do controle positivo (anticorpo monoclonal anti-b2a2). Ambos os clones 
apresentaram reatividade dose-dependente frente ao pepb2a2 confirmando a afinidade, fenômeno que 
também foi confirmado pelo ELISA de competição no qual os clones foram capazes de inibir a ligação 
ao anticorpo monoclonal em 27,15% e 38,12%, respectivamente. A especificidade ao pepb2a2 foi 
verificada quando se utilizou como alvo dois outros fragmentos BCR-ABL-1 cujas absorbâncias para o 
pepb3a2 foram de 0,18 e 0,26 e para o pepe1a2 foram de 0,36 e 0,42, respectivamente. Esses clones, 
após sequenciamento, poderão ter suas sequências amioacídicas sintetizadas e acopladas a enzimas 
ou nanopartículas com o intuito de testá-las frente a linhagens de células comerciais que expressam 
BCR-ABL1 e de pacientes.  Esse trabalho é pioneiro na utilização da interação peptídeo-peptídeo na 
seleção de ligantes para fins diagnósticos e é primeiro passo para a elaboração de novos métodos para 
detecção de células remissivas na doença residual mínima em leucemias. 
 
Palavras chaves: phage display; leucemia mieloide crônica; peptídeo; diagnóstico; monitoramento; 








The Philadelphia chromosome, found mainly in patients with chronic myeloid leukemia (CML), 
expresses different BCR-ABL1 transcripts, the b2a2 being the main one. These transcriptsencode 
proteins that have constitutively active tyrosine kinase activity and are able to active multiple cascades 
resulting on development of the disease. Currently the diagnostic and monitoring methods of CML use 
molecular biology techniques which have a number of disadvantages, such as cost, qualified 
professionals and lack of sensitivity. They do not quantify the chimeric protein BCR-ABL1, which is the 
main driving factor, and also the amount of mRNA is not equivalent to the amount of chimera. In the 
present study, we aimed to identify ligands of b2a2 transcript that could be applied in the detection and 
quantification of BCR-ABL1 protein, providing an accurate diagnosis as well as an alternative for 
monitoring minimal residual disease. Therefore, we used the phage display technique to obtain peptides 
expressed on phage with affinity for a synthetic peptide corresponding to the b2a2 transcript (pepb2a2). 
Different selection strategies were used for these peptides and the most effective one used an acid 
solution simultaneously with sonication for elution. Two clones (25S and 13S) had their reactivity to 
pepb2a2 confirmed by ELISA absorbance values of 0,97 and 1,34, respectively, close to absorbance 
value of 1,30 to the positive control (anti-b2a2 antibody). Both clones showed dose-dependence 
reactivity to pepb2a2 confirming their affinity, which was also confirmed by competition ELISA in which 
the clones were able to inhibit monoclonal antibody binding to 27,15% and 38,12%, respectively. The 
specificity to pepb2a2 was observed when using two other target BCR-ABL-1 transcripts whose 
reactivity to pepb3a2 were 0,18 and 0,26 and the pepe1a2 were 0,36 and 0,42, respectively. These 
clones once sequenced may have their aminoacid sequences synthesized and coupled to enzymes or 
nanoparticles in order to test them against commercial BCR-ABL1 cell lines and patients. This work is 
the first to use the peptide-peptide interaction in the selection of ligands for diagnostic purposes and is 
a first step towards the development of new methods for detection of remissive cells in minimal residual 
disease in leukemia.  
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 A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa com 
expansão clonal de células malignas. A patogênese da LMC é atribuída à proteína 
quimérica BCR-ABL1 formada pela presença do cromossomo Philadelphia (Ph), 
resultante da translocação recíproca entre os cromossomos 9 e 22, encontrado em 
90-95% dos pacientes com LMC (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012). 
A proteína BCR-ABL1 apresenta atividade tirosina-quinase constitutivamente 
ativa e, desta forma, possui o potencial de ativação de múltiplas cascatas de 
sinalização (HOLYOAKE, 2001; KAWAUCHIet al., 2003). Desta forma, diversos 
processos celulares como proliferação, sobrevivência, diferenciação, reparo de DNA, 
adesão e circulação de células hematopoiéticas sofrem interferências dessa quimera 
(PERROTTI, TURTURRO E NEVIANI, 2005). 
 Os pacientes com LMC frequentemente utilizam como tratamento inibidores 
seletivos da tirosina-quinase. Apesar de não serem considerados como a cura da 
doença, resultam em altas taxas de resposta citogenética e molecular e baixas taxas 
de progressão da doença, além de possuírem um perfil de toxicidade seguro e uma 
sobrevida livre de doença para a maioria dos pacientes a longo prazo (LE COUTRE, 
SCHWARZ E KIM, 2010). Eventualmente, após o tratamento, pode haver a presença 
de células leucêmicas residuais sem evidência clínica de doença, fenômeno 
denominado de doença residual mínima (DRM) (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003). 
Atualmente, a técnica de citogenética é considerada o gold standard para 
detecção do cromossomo Ph e para o monitoramento da resposta citogenética, 
permitindo a utilização de amostras de medula óssea ou de sangue periférico (ZHANG 
E ROWLEY, 2011). Ainda, outros métodos têm sido utilizados concomitantemente na 
tentativa de se obter um diagnóstico mais preciso, dentre eles está a técnica de FISH 
e a RT-qPCR. Entretanto, todas as metodologias empregadas apresentam diversas 
desvantagens como custo, necessidade de mão-de-obra qualificada, falta de 
sensibilidade e, ainda, não quantificam a proteína quimérica BCR-ABL1, a qual é o 
principal fator indutor da doença, principalmente porque a quantidade de RNAm 
muitas vezes não é fiel à da proteína BCR-ABL1 (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 




 Métodos capazes de detectar células tumorais sejam elas iniciais, residuais ou 
ainda provenientes de recidivas precoces sem manifestações clínicas têm sido 
amplamente utilizados na tentativa de aplicar a terapêutica adequada o mais rápido 
possível aos pacientes (BARBOZA et al., 2000). A intervenção médica precoce é 
extremamente importante, principalmente na DRM, exigindo que as estratégias de 
identificação sejam capazes de detectar células residuais à resposta ao tratamento 
com rapidez e precisão (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003). 
Portanto, na tentativa de contornar esse problema, a técnica de Phage 
Display, amplamente utilizada no estudo da interação entre moléculas, foi utilizada 
nesse trabalho de forma a encontrar possíveis ligantes peptídicos para a proteína 
correspondente ao transcrito b2a2 na tentativa de propor novas metodologias de 
identificação de células que expressam proteínas BCR-ABL1 além da caracterização 
clínica dos pacientes leucêmicos tanto para o diagnóstico inicial como para o 
monitoramento da DRM. Ainda, no que se refere à saúde pública nacional, existe uma 
dependência tecnológica no acompanhamento desses pacientes, uma vez que os 
insumos utilizados nas metodologias empregadas atualmente são importados. Neste 
contexto, a seleção desses ligantes proporciona o desenvolvimento de insumos 
nacionais que podem vir a desonerar o sistema de saúde e facilitar o diagnóstico e o 






1.1 OBJETIVO GERAL  
 
 
Obtenção, identificação e caracterização de ligantes peptídicos para o 
fragmento representativo da proteína correspondente do transcrito b2a2 (pepb2a2) 
expresso pelo cromossomo Philadelphia. 
 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
- Obter peptídeos contendo regiões representativas das proteínas BCR-ABL1 
e torna-los antigênicos ao conjugá-los a moléculas carreadoras (BSA e KLH); 
- Obter ligantes peptídicos reativos para o peptídeo representativo do 
transcrito b2a2 (pepb2a2); 
- Caracterizar esses ligantes quanto a sua afinidade, especificidade e 






2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 LEUCEMIAS POSITIVAS PARA O CROMOSSOMO PHILADELPHIA 
 
 
 O cromossomo Philadelphia (Ph) foi a primeira anormalidade cromossômica a 
ser associada a uma neoplasia humana (WONG E WITTE, 2004), estando presente 
em praticamente todos os pacientes com LMC (90-95%), em 15-30% dos casos de 
leucemia linfocítica aguda (LLA) e alguns casos de leucemia neutrofílica crônica (LNC) 
(FADERL et al., 1999). 
 
 
2.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRÔNICA  
 
 
 A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma neoplasia hematológica 
mieloproliferativa caracterizada pelo acúmulo de células mieloides maduras no 
sangue periférico devido à expansão clonal de células tronco hematopoiéicas que 
apresentam o cromossomo Ph (MAURO E DRUKER, 2001). 
 A incidência da LMC é de 1 a 2 casos a cada 100.000 pessoas por ano, sendo 
mais comum em pessoas com idade média de 65 anos (MAURO E DRUKER, 2001; 
HEHLMANN et al., 2007) e representa 15-20% dos casos de leucemia em adultos nas 
populações ocidentais (QUINTÁS-CARDAMA, KANTARJIAN E CORTES, 2007). 
 A LMC começou a ser estudada quando diversos casos de esplenomegalia, 
anemia e granulocitose foram descritos (WONG E WITTE, 2004). Posteriormente, foi 
suposto que a origem da doença seria na medula óssea e denominou-a de “leucemia 
mieloide”. Porém, melhor entendimento da doença só ocorreu após a descoberta do 
cromossomo Ph (INOKUCHI, 2006). 
 Este cromossomo é resultante da translocação recíproca que ocorre entre os 
braços longos dos cromossomos 9 e 22 (9;22) (q34;q11) (KURZROCK et al., 2003). 
No processo de translocação ocorre a substituição do fragmento do gene ABL1, 
localizado no cromossomo 9q34, por parte do gene BCR, localizado no cromossomo 







FIGURA 1 - CROMOSSOMO PHILADELPHIA. Resultado da translocação recíproca de 22q, para o 
braço longo, com 9q indicado pelas setas (Adaptado de FADERL et al., 1999). 
 
 
 Os segmentos do gene ABL1 podem ser transpostos em diferentes regiões do 
gene BCR dando origem a diferentes RNAs mensageiros (RNAm). Estes RNAm irão 
traduzir proteínas que variam de 190 a 230 kDa (FADERL et al., 1999). 
 A evolução da LMC ocorre em três fases: inicia-se com uma fase crônica 
insidiosa, com uma duração média de 4 a 5 anos que progride para uma fase de 
transformação (acelerada) de duração variável, que antecede a fase terminal, 
denominada fase blástica (BRASIL, 2008). 
 Na fase crônica ocorre proliferação clonal maciça das células granulocíticas 
mantendo a capacidade de diferenciação, e iniciado o tratamento nessa fase há um 
melhor prognóstico e controle. Posteriormente, num período de tempo variável, perde-
se a capacidade de diferenciação e a doença passa a ser de difícil controle (fase 
acelerada) e progride para uma leucemia aguda (BAIN, 2005). 
Durante a fase crônica, cerca de 20% a 40% dos pacientes são 
assintomáticos, apresentando esplenomegalia volumosa, hepatomegalia e 
leucocitose com desvio à esquerda (BAIN, 2005). No sangue periférico verifica-se o 
desvio à esquerda com predomínio de granulócitos tais como os neutrófilos, com o 
aparecimento de células granulocíticas imaturas como mieloblasto, promielócito, 
mielócito e metamielócito, sendo que a maioria dos pacientes apresenta basofilia e 




a presença de eritroblastos e núcleos ou fragmentos de megacariócitos no sangue 
periférico (CORTES E KANTARJIAN, 2003). 
Na fase acelerada verifica-se a presença de 15% a 30% de blastos, 30% de 
blastos e promielócitos, 20% de basófilos e menos de 100.000 plaquetas/mm³ no 
sangue periférico. Na evolução clonal ocorre o aparecimento de novas células 
apresentando a translocação (BACCARANI et al., 2009). 
O quadro na fase blástica é mais fácil de identificar, porém com algumas 
controvérsias. Alguns autores sugerem que o paciente está nessa fase quando o 
número de blastos for de 30% ou quando a soma dos promielócitos e blastos for de 
30%. Já a classificação da OMS determina o diagnóstico quando esse número é de 
20% (SWERDLOW et al., 2008). 
Os mecanismos responsáveis pela translocação podem desencadear 
algumas mudanças que levam à crise blástica. Ainda, outras aberrações ou mutações 
frequentes nesta fase podem ser devido à instabilidade cromossômica (HEHLMANN 
et al., 2007). 
 
 
2.2.1 Proteínas BCR-ABL1 
 
  
 A proteína citoplasmática BCR possui 160 kDa e diversos domínios funcionais, 
porém suas propriedades e funções ainda são pouco conhecidas (HOLYOAKE, 2001). 
Os pontos de quebra do gene BCR do cromossomo 22 ocorrem principalmente em 
três regiões: dentro de uma região de 5,8 kb, denominada de M-BCR, abrangendo os 
éxons b1 a b5, também denominados de e12 a e16; em uma área de 54,4 kb, entre 
os éxons e2’ e e2 (m-BCR); e em uma porção mais distal que é menos frequente, 
entre os éxons e19 e e20, na região µ-BCR (QUINTÁS-CARDAMA, KANTARJIAN E 
CORTES, 2007). 
 A proteína ABL1 é uma tirosina-quinase de 145 kDa que participa da 
sinalização e remodelamento do citoesqueleto, podendo participar da regulação do 
ciclo celular. O grupo das tirosina-quinases inclui enzimas que fosforilam um resíduo 
de tirosina em um substrato (KURZROCK et al., 2003). A interrupção dentro do gene 
ABL1 ocorre no início do éxon Ib, no final do éxon Ia e, mais frequentemente, entre Ib 




 Como mostrado na figura abaixo (figura 2), a translocação recíproca dos 
cromossomos pode ocorrer em diferentes pontos de quebra no cromossomo levando, 
consequentemente, à formação de proteínas com massas variáveis (190, 210 e 230 




FIGURA 2 - REPRESENTAÇÃO DA PROTEÍNA BCR-ABL1. INDICAÇÃO DOS DIFERENTES 
DOMÍNIOS E PONTOS DE QUEBRA EM m-BCR E µ-BCR, QUE DARÃO ORIGEM, 
RESPECTIVAMENTE, ÀS PROTEÍNAS P190 BCR-ABL1, P210 BCR-ABL1 E P230 BCR-ABL1 
(KURZROCK et al., 2003). 
 
 
 A fosforilação fisiológica normal de ABL1 é controlada por estruturas inibitórias 
na porção N-terminal da proteína. Devido à translocação, ocorre a perda dessa região 
inibitória resultando em uma atividade tirosina-quinase constitutiva. Além disso, ocorre 
a translocação destas para o citoplasma ligando-se a outras proteínas. Esses 
processos resultam no recrutamento e ativação de diversas vias de sinalização 
sucessivas, incluindo RAS, JNK, MYC, JAK/STAT e fator de proliferação nf-KB, 
levando a uma proliferação descontrolada, diferenciação incompleta, inibição da 




células progenitoras. Ainda, a proteína BCR-ABL1 também parece estar associada a 
alterações nos mecanismos de reparo do DNA. Estes efeitos acarretam em erros 
genéticos sutis que podem resultar na evolução clonal e progressão da LMC para a 
fase blástica (SAWERS et al., 1999; FADERL et al., 1999). 
 
 
2.2.2 Prognóstico da LMC e a correlação com transcritos do cromossomo Ph 
 
 
Os fatores que determinam o prognóstico dos grupos de risco estão baseados 
nos seguintes critérios:  ≥ 60 anos de idade; esplenomegalia de ≥ 10 cm abaixo do 
rebordo costal; plaquetometria de ≥ 700.000/mm³; ≥ 3% de blastos na medula óssea 
ou no sangue periférico;  ≥ 7% de basófilos no sangue periférico ou  ≥ 3%, na medula 
óssea (INCA, 2003). 
O risco 1 corresponde a 0 ou 1 desses critérios; o risco 2, a 2 deles; o risco 3, 
a ≥ 3 deles; e o risco 4 ≥ 1 critérios que da fase acelerada, independente do número 
de critérios de mau prognóstico (INCA, 2003). 
 Noventa e cinco por cento dos pacientes com LMC e cerca de um terço dos 
pacientes com LLA apresentam os transcritos b2a2 ou b3a2 que codificam uma 
proteína de 210 kDa (p210 BCR-ABL1). Cerca de dois terços dos pacientes com LLA 
e alguns casos raros de LMC ocorre a formação do transcrito e1a2 que traduz a p190 
BCR-ABL1. Ainda, uma terceira proteína pode ser formada, a p230 BCR-ABL1, 
frequentemente encontrada em casos de leucemia neutrofílica crônica (QUINTÁS-
CARDAMA, KANTARJIAN E CORTES, 2007). 
Ainda, um estudo verificou a presença de cada um dos transcritos em 
pacientes com LMC através de RT-PCR e Nested-PCRm. Destes, 12% apresentou o 
transcrito b3a2, 18% o b2a2 e 32% possuíam os dois tipos. A presença do transcrito 
b3a2 está relacionada com contagem de plaquetas acima de 1.000.000/ mm³, 









 Atualmente, o transplante de medula óssea é a única opção de tratamento com 
registro comprovado de cura da LMC, porém não é a primeira opção terapêutica para 
a maioria dos pacientes (LE COUTRE, SCHWARZ E KIM, 2010).  
 A terapia utilizando inibidores da tirosina-quinase (ITQ) revolucionou o 
tratamento da LMC com o uso do imatinibe. Os ITQ são considerados a base do 
tratamento desde os primeiros estudos no final da década de 1990, apesar de não 
serem considerados como responsáveis pela cura da doença. Entretanto, resultam 
consistentemente em altas taxas de resposta citogenética e molecular, baixas taxas 
de progressão da doença, um perfil de toxicidade seguro e uma sobrevida livre de 
doença em longo prazo para a maioria dos pacientes (LE COUTRE, SCHWARZ E 
KIM, 2010). 
 A eficácia do tratamento é avaliada sob três aspectos: através da resposta 
hematológica, definida pela normalização de valores no sangue periférico e avaliação 
do tamanho do baço; da resposta citogenética, definida pela proporção de metáfases 
Ph- positivas residuais; e da resposta molecular definida por meio da avaliação da 
transcrição gênica (RNAm); ou da detecção de proteínas BCR-ABL1 residuais 
(HOCHHAUS et al., 2000). 







FIGURA 3 – DEFINIÇÕES DAS RESPOSTAS DO TRATAMENTO (Adaptado de SAWYERS, 1999). 
 
 
2.2.4 Doença residual mínima 
 
 
Após o tratamento, o fenômeno caracterizado pela presença de células 
leucêmicas residuais sem evidência clínica de doença é definida como doença 
residual mínima (DRM) (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003). Os pacientes com LMC, 
depois de tratados, podem expressar transcritos BCR-ABL1 e continuar em remissão 
clínica por muitos anos (FADERL et al., 2004; VOGEL E MARCOTTE, 2012). 
Nesse quadro os níveis de leucemia estão abaixo da detecção pela 
microscopia convencional. A detecção da DRM em pacientes com LMC é 
extremamente importante e tem o objetivo de verificar a resposta ao tratamento e 
possibilitar o diagnóstico precoce de eventuais recidivas (HOCHHAUS et al., 2000; 
ALMEIDA et al., 2007). 
Para a avaliação da DRM deve-se realizar o monitoramento periódico da 




de drogas, inclusão de outros agentes quimioterápicos ou mudança para outras 
modalidades terapêuticas, incluindo o transplante alogênico de medula óssea 
(KANTARJIAN et al., 2003). 
Desta forma, métodos capazes de detectar células tumorais residuais ou 
recidivas precoces sem manifestações clínicas têm sido amplamente investigados na 
tentativa de instituir a terapêutica adequada e precoce (BARBOZA et al., 2000). Sendo 
assim, as estratégias de monitoramento da DRM devem ser capazes de detectar 
recidivas da doença com maior rapidez e precisão (KUFE E WEICHSELBAUM, 2003). 
 
 
2.2.5 Diagnóstico e monitoramento da doença residual mínima 
 
 
Para o diagnóstico de LMC são realizados anamnese, exame físico, 
hemograma, plaquetometria, mielograma ou biópsia de medula óssea e exame de 
citogenética positivo para o cromossoma Ph (Ph+) em amostra de medula óssea ou 
exame de biologia molecular positivo em sangue periférico para o oncogene BCR-
ABL1 (BRASIL, 2011). 
Dentre os achados clínicos e laboratoriais durante as fases evolutivas verifica-
se na fase crônica a presença de leucocitose com ausência de displasia significativa 
da medula óssea, presença de blastos abaixo de 2% da leucometria, presença de 
basofilia absoluta e eosinofilia. Ainda pode ser encontrado monocitose absoluta, 
porém abaixo de 3%, exceto nos casos raros associados com a p190 BCR-ABL1. A 
plaquetometria pode apresentar-se normal ou aumentada e a presença de 
trombocitopenia não é comum. Na biópsia de medula óssea evidencia-se uma 
hiperplasia devido ao padrão de maturação semelhante ao do sangue periférico. O 
número de blastos está normalmente abaixo de 5% das células da medula óssea na 
fase crônica e caso esteja acima de 10% é indicativo da progressão da doença. Cerca 
de 40-50% dos pacientes apresentam hiperplasia megacariocítica moderada a 
intensa. Em 30% dos casos a biópsia inicial da medula óssea mostra fibrose 
reticulínea moderada ou acentuada, que é correlacionada com número aumentado de 





A fase acelerada apresenta um aumento persistente da leucometria ou da 
esplenomegalia não responsivo à terapia, a trombocitose não responsiva à terapia, 
trombocitopenia persistente não relacionada à terapia, evolução citogenética clonal 
após a cariotipagem, 20% ou mais de basófilos no sangue periférico e 10-19% de 
mieloblastos no sangue periférico ou na medula óssea (BRASIL, 2011). 
Já na fase blástica observa-se a presença de blastos ≥ 20% no sangue 
periférico ou ≥ 20% das células nucleadas da medula óssea ou quando há proliferação 
blástica extra-medular (BRASIL, 2011). 
A figura 4 mostra resumidamente as condutas a serem tomadas em relação 
aos métodos laboratoriais atualmente disponíveis para o monitoramento da doença 







A técnica de citogenética é considerada o gold standard para detecção do 
cromossomo Ph e para o monitoramento da resposta citogenética, permitindo a 
utilização das amostras de medula óssea ou de sangue periférico, podendo ser 
utilizada em todas as células da linhagem mieloide em metáfase, incluindo 
granulócitos, monócitos, precursores eritróides, megacariócitos, linfócitos B e em 
FIGURA 4 - MÉTODOS LABORATORIAIS UTILIZADOS NO MONITORAMENTO DA DOENÇA 




alguns linfócitos T (ZHANG E ROWLEY, 2011). Dentre as desvantagens 
apresentadas por esta técnica está a baixa sensibilidade (limite de 1-5% de células 
Ph positivo na cultura de células) e o tempo dispendido para a obtenção da cultura de 
células e a necessidade de aspirado de medula óssea para análise de células em 
metáfase (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012). 
Em casos que a t(9, 22) não é observada por citogenética convencional utiliza-
se a técnica de FISH ou reação em cadeia da polimerase (PCR) para detectar a fusão 
BCR-ABL1 (ZHANG E ROWLEY, 2011). 
A hibridização fluorescente in situ (FISH) é uma ferramenta de citogenética 
molecular que complementa a análise cromossómica convencional. Devido à sua alta 
sensibilidade e utilização de células tanto em metáfase e interfase, esta técnica pode 
ser usada para confirmar a fusão BCR-ABL1 no diagnóstico e no monitoramento da 
doença residual mínima. É considerada uma ferramenta muito sensível, pois 200 ou 
mais células em interfase são examinados em comparação com 20 células em 
metáfase em análise citogenética convencional e permite a utilização de sangue 
periférico dos pacientes de acordo com diversos estudos que mostraram a 
comparação da porcentagem de células BCR-ABL1 no sangue periférico e na medula 
óssea (LIMA et al, 2011; LANDSTROM et al, 2006). A reprodutibilidade dos resultados 
depende da utilização de sondas comerciais de boa qualidade e possui uma baixa 
taxa de falsos positivos que traz a sensibilidade dos ensaios FISH para 1-6% 
(TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012). 
A reação em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se na detecção dos 
transcritos BCR-ABL1, a partir do RNA isolado do aspirado de medula óssea ou do 
sangue periférico, transcrito para cDNA e submetido para amplificação utilizando 
primers específicos para as diferentes regiões do BCR e do ABL1. Entretanto, o limite 
de detecção deste método é de 1 em 100.000 células, o que é considerado adequado 
no diagnóstico, porém não é sensível o bastante para o monitoramento da resposta 
molecular durante o tratamento (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012). 
Ainda, além do alto custo, a RT-PCR pode fornecer resultados falso-positivos 
e falso-negativos, sendo necessário atentar escrupulosamente ao procedimento e à 
técnica. Um dos principais problemas tem sido a falta de padronização dos resultados 
relatados por diferentes laboratórios, dificultando a comparação dos resultados de 
PCR por meio dos estudos clínicos. A confiabilidade e a sensibilidade do ensaio 




É preciso ressaltar que um resultado negativo de RT-PCR ainda pode indicar a 
existência de até 1x107 células leucêmicas no paciente (Hughes et al., 2006; VOGEL 
E MARCOTTE, 2012). 
Diversos trabalhos utilizando diferentes ferramentas biotecnológicas para 
detecção da proteína BCR-ABL1 têm sido realizados (SUTTORP E MILLOT, 2010; 
SHARMA et al., 2013; HONG et al., 2014). Desta forma, destaca-se a importância e a 
necessidade do desenvolvimento de ferramentas biotecnológicas para o diagnóstico 
e o monitoramento da doença residual mínima.  
Estes métodos possuem como alvo o cromossomo Ph e seus transcritos. Em 
muitos casos a expressão do gene é interpretada erroneamente em termos de 
concentrações de proteína, pois a correlação pode ser 40% menor dependendo do 
sistema, desta forma a quantidade de RNAm não representa o valor real 
correspondente à proteína (HONG et al., 2014). Ainda, a detecção e quantificação da 
proteína quimérica BCR-ABL1 pode fornecer um melhor diagnóstico e acurácia no 
prognóstico (VOGEL E MARCOTTE, 2012). 
 
 
2.3 LIGANTES PEPTÍDICOS 
 
 
O phage display é uma técnica de seleção in vitro que permite que 
polipeptídeos com propriedades desejadas sejam selecionados a partir de uma 
coleção de variantes (RUSSEL et al., 2004). A técnica foi inicialmente desenvolvida 
por George Smith em 1985 ao verificar que pequenos fragmentos aleatórios de DNA 
poderiam ser inseridos no material genético do vírus filamentoso, resultando em uma 
proteína de fusão incorporada no vírion, desta forma permitindo que polipeptídeos 
sejam expressos na superfície viral de uma forma imunologicamente acessível 
(SMITH, 1985). 
Esta técnica representa uma poderosa ferramenta para obtenção de 
moléculas com grande potencial de aplicação biotecnológica aliada à tecnologia do 
DNA recombinante (DIAS-NETO et al., 2009). 
A metodologia envolve a inserção de genes que codificam milhões de 
proteínas no genoma de bacteriófagos obtendo-se uma biblioteca. A inserção é 




fusionadas a uma proteína do capsídeo. Quanto maior a variedade representada na 
biblioteca, maior é a probabilidade de se encontrar fagos expondo proteínas que 
interajam com o alvo (POSNER et al., 1994). 
Os fagos filamentosos, como os vírus f1, fd e M13, são formados por uma fita 
simples e circular de DNA de cerca de 6400 bases, envolta em um capsídeo composto 
pelas proteínas pIII, pVI, pVII, pVIII e pIX. Dentre estas cinco proteínas, pVIII e pIII são 
mais empregadas para este fim. A proteína pVIII permite a apresentação de grandes 
quantidades da molécula de interesse, porém a inserção de sequências maiores que 
oito aminoácidos pode desestabilizar a partícula viral. Já a proteína pIII, presente em 
três a cinco cópias por fago, suporta a inserção de proteínas maiores, mas a 
infectividade do vírus pode ser comprometida (RUSSEL et al., 2004). 
Nas etapas de panning, ou seleção, representada esquematicamente na 
figura 5, a biblioteca é apresentada à molécula alvo, que geralmente se encontra 
imobilizada em suporte sólido. Fagos expressando proteínas que interagem 
fracamente com o alvo são eliminados por lavagens sucessivas, enquanto aqueles 
que expõem moléculas com elevada afinidade pelo mesmo são recuperados por 
eluição através de tampões ácidos ou de elevada força iônica, que desestabilizam de 
modo inespecífico interações entre proteínas (VODNIK et al., 2011) ou com o uso da 
sonicação (LUNDER et al., 2008). 
Após a eluição, os fagos são amplificados em cultivo bacteriano e submetidos 
a novos ciclos de seleção (ligação, eluição e amplificação) como mostrados na figura 
5.  Esse processo é monitorado através da titulação dos fagos adicionados (input) e 
recuperados (output) em cada ciclo, e também pela realização de imunoensaios. Em 
geral, três a cinco ciclos são suficientes para obter um output composto por uma 
grande proporção de fagos expondo moléculas com elevada afinidade pelo ligante. 
Clones são então isolados desse output, sequenciados, analisados quanto à afinidade 
e especificidade e eventualmente obtidos na forma solúvel (não fusionada a um fago) 




















 A técnica de Phage Display já foi utilizada em diversos estudos recentes para 
obtenção de moléculas de interesse e posterior aplicação em testes diagnósticos 
(JÄGER et al., 2007; PARK et al., 2012; SHIRES et al., 2014). 
 Portanto, esta ferramenta apresenta um grande potencial para a identificação 
de ligantes proteicos específicos, contribuindo com importantes perspectivas no 
desenvolvimento de ensaios para o diagnóstico e monitoramento da doença residual 









3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 Visando alcançar os objetivos propostos neste trabalho, foram descritas 




FIGURA 6 - FLUXOGRAMA DAS ETAPAS REALIZADAS NESSE ESTUDO (A AUTORA, 2014). 
  
 
3.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
 
 Visando alcançar os objetivos deste trabalho foram utilizados peptídeos 





























3.1.1 Peptídeos sintéticos representativos 
 
 
 Identificadas as regiões de fusão referentes às proteínas BCR-ABL1, foram 
obtidos três peptídeos de 14 aminoácidos sintetizados pela empresa Peptron (Coréia) 
contendo a região representativa da fusão de cada uma das proteínas referentes aos 
transcritos e1a2, b2a2 e b3a2 e uma cisteína na porção N-terminal, procedente de 
uma colaboração como Dr. Roberto Rosati e Dr. Bonald de Cavalcante de Figueiredo 
do Instituto de pesquisa Pelé Pequeno Príncipe, Curitiba-PR (anexos 1, 2 e 3). Estes 
foram denominados pepe1a2, pepb2a2 e pepb3a2, respectivamente. 
 
 
3.1.2 Conjugação dos peptídeos com proteínas carreadoras 
 
 
A conjugação dos peptídeos às proteínas carreadoras, bovine serum albumin 
(BSA) e keyhole lympet hemocyanin (KLH) foi realizada de acordo com as orientações 
do fabricante Thermo Scientific de maneira adaptada. Inicialmente, para a ativação do 
BSA utilizou-se a relação 2:1 de BSA:peptídeo, a partir do BSA na concentração 10 
mg/mL em 4 mL de PBS. Dissolveram-se 2,4 mg de succinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) em 240 μL de 
dimetilformamida. As duas suspensões foram incubadas por 1 hora à temperatura 
ambiente sob leve agitação protegida da luz. 
Para a separação do BSA ativado uma coluna PD10 foi preparada com 
lavagens com 200 mL de PBS e posteriormente com 50 mL de PBS-EDTA. Adicionou-
se o BSA ativado, iniciando-se a eluição na coluna com a coleta das gotas em 
microtubos, sempre acrescentando PBS-EDTA a fim de evitar a secagem da coluna. 
A leitura de cada fração foi realizada em 280 nm na diluição 1:25 e realizada a 
plotagem dos valores no gráfico, utilizando o programa Microsoft Excel. A partir deste, 
identificou-se o 1º pico referente ao BSA-SMCC e incubou-se com 5 mg do peptídeo. 
A solução de peptídeo foi preparada com concentração de 5 mg/mL. 
Adicionaram-se 5 mg de peptídeo a 1 mL de BSA-SMCC e incubou-se por 2 horas à 
temperatura ambiente sob leve agitação protegida da luz. Para o bloqueio das 




minutos à temperatura ambiente sob agitação protegida da luz. As amostras foram 
aliquotadas e congeladas. Este procedimento foi realizado para cada um dos 
peptídeos individualmente. 
O mesmo procedimento foi realizado para a acoplagem com KLH utilizando o 
KLH na concentração 10 mg/mL em 1 mL de H2O. Foram diluídos 2 mg de SMCC em 
100 μL de dimetilformamida. Incubaram-se as duas suspensões por 1 hora à 
temperatura ambiente sob leve agitação protegida da luz. O procedimento foi relizado 





FIGURA 7 - ESQUEMA DA CONJUGAÇÃO DOS PEPTÍDEOS AOS CARREADORES PROTÉICOS. 
Peptídeos (pepb2a2, pepb3a2 e pepe1a2) foram conjugados às moléculas carreadoras (BSA e KLH) a 
partir da ativação prévia destes com o linker SMCC, através de ligação covalente entre o grupo 













 As amostras conjugadas foram devidamente caracterizadas visando comprovar 




3.2.1 Dosagem de proteínas pelo método de Bradford 
 
 
Em uma placa de 98 poços foram adicionados 180 μL de Reagente de 
Bradford (BRADFORD, 1972) [0,1% (m/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 em solução 
aquosa com 5% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de ácido fosfórico] e 20 μL da amostra de 
proteína a ser dosada. Realizou-se uma curva padrão, utilizando como padrão BSA 1 
mg/mL, variando de 0,5 a 20 μg de proteína por 20 μL de água e adicionados aos 180 
μL do Reagente de Bradford. A preparação foi incubada por 15 minutos à temperatura 
ambiente na ausência de luz. Os valores das absorbâncias foram determinados a 
595nm. A concentração proteica da amostra foi determinada empregando a equação 
da curva padrão com o auxílio do programa Microsoft Excel. 
 
 
3.2.2 SDS-PAGE das amostras conjugadas com BSA 
 
 
 Foi realizada uma eletroforese de proteínas, utilizando um gel de separação de 
acrilamida 10% (LAEMMLI, 1970) com 10% de dodecil sulfato de sódio (SDS) para 
migração das amostras conjugadas com BSA. Estas amostras foram diluídas 1:2 em 
tampão de amostra sob condições redutoras [tris-HCl 0,5 mol/L, pH6,8, glicerol 10%, 
SDS 10% (p/v), azul de bromofenol 0,1% (p/v) e agente redutor β-mercaptoetanol 5% 
(v/v)] e fervidas por 5 minutos. Foram aplicados 5 µg de amostra nas canaletas e o 
gel foi submetido a uma diferença de potencial de 150 Volts em sistema BioRad na 
presença de tampão de corrida [tris 0,025 mol/L, glicina 0,2 mol/L e SDS 0,5%, pH 
8,3). 
 Para coloração do gel foi utilizada solução de Coomassie R-250 [1% 








3.2.3 Ensaio de dot-blot manual para pepb2a2 conjugado 
 
 
 Como a molécula de KLH tem massa molecular que não permite a migração 
em gel SDS-PAGE, 1ug das amostras contendo pepb2a2 conjugadas com KLH foram 
utilizadas na sensibilização de uma membrana de nitrocelulose. Como controles foram 
utilizados apenas pepb2a2, BSA e KLH individualmente. A presença da proteína 
carreada foi constatada através da coloração por Ponceau. A descoloração foi feita 
com água e a membrana foi bloqueada com solução de caseína 5% em PBS 
overnight. Após lavagem de 3 vezes por 5 minutos com PBS-T 0,05%, a membrana 
foi incubada com anticorpo anti-b2a2 1:1000 [Cell Signling L99H4] durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Após lavagem, foi acrescentado o conjugado anti-IgG de 
camundongo conjugado à peroxidase diluído 1:4000 durante 1 hora. Após as devidas 
lavagens, a revelação foi realizada com coloração com solução de Diaminobenzidina 
e Cloronaftol durante 15 minutos sob agitação e a reação foi interrompida com adição 
de água destilada. 
 
 
3.2.3.1 Ensaio de ELISA das amostras pepb2a2 conjugadas 
 
 
Uma placa de ELISA foi sensibilizada com o pepb2a2-BSA, pepb2a2-KLH e 
os devidos controles na concentração de 10 μg/mL em coating buffer (NaHCO3 100 
mM pH 8,6) incubada overnight em geladeira. Entre cada etapa a placa foi lavada 4 
vezes com solução de lavagem. 
O bloqueio dos sítios livres foi realizado utilizando solução de caseína 2% em 
PBS durante 1 hora a 37 ºC. A cada poço acrescentou-se o anticorpo anti-b2a2 1:1000 





Para se verificar a reação antígeno-anticorpo, adicionou-se o anticorpo anti-
IgG de camundongo conjugado à peroxidase diluído 1:4000 em tampão de incubação 
durante 1 hora a 37 ºC. Os poços foram lavados por 6 vezes e a placa foi revelada 
com 100 μL de solução reveladora [2 mg de OPD (orto-fenildiamina)  em 10 mL de 
tampão citrato e 2 μL de H2O2] e incubada por 20 minutos protegida da luz. A 
interrupção da reação foi feita com 20 μL de solução STOP [ácido sulfúrico 1:20] e 
realizada a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 495 nm. A análise 




FIGURA 8 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DOS CONJUGADOS. Amostras contendo 1µg dos 
pepb2a2-BSA foram imobilizadas em placas de 96 poços. Adicionou-se o anticorpo anti-b2a2 (1:1000), 
o conjugado anti-IgG de camundongo (1:4000) marcado com peroxidase e seu o substrato específico. 
A leitura da absorbância das amostras foi determinada em 495nm (A AUTORA, 2014). 
 
 




 A técnica de Phage Display foi utilizada para a identificação de ligantes 
peptídicos para o pepb2a2, descrita por Smith (1985), com algumas modificações. 
 Esta ferramenta consiste na realização de seleções (pannings), na qual 
bibliotecas randômicas de fagos são apresentadas a um alvo imobilizado em uma 






3.3.1 Preparação das bibliotecas de fagos 
 
 
Para a seleção de ligantes capazes de reconhecer os peptídeos contendo as 
regiões representativas das proteínas expressas na LMC foram usadas quatro 
bibliotecas de fagos que apresentam peptídeos de 8, 12, 15 e 17 aminoácidos. As 
bibliotecas utilizadas para este trabalho foram gentilmente cedidas por J. Scott 
(BONNYCASTLE et al., 1996). 
 Essas bibliotecas denominadas LX-4, X15, LX-8 e X8CX8, respectivamente, 
foram amplificadas individualmente para posterior utilização nos pannings. 
Inicialmente estriou-se E. coli K91 em meio LB sólido e incubou-se overnight 
a 37 ºC a 250 rpm.  Preparou-se um pré-inóculo a partir de uma colônia de E. coli K91 
em 10 mL de meio LB líquido e incubado overnight a 37 ºC a 250 rpm.  O inóculo foi 
realizado a partir dos 10 mL do pré-inóculo em 100 mL de meio LB líquido, incubado 
até atingir densidade ótica de 1,8 em 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 ºC a 50 
rpm para formação dos pili. A indução foi realizada com a infecção dos fagos nas 
bactérias E. coli K91 com a adição de 1011 TU/mL da biblioteca em 100 mL da cultura 
de bactérias E. coli K91 e incubada por 10 minutos à temperatura ambiente com 
agitação a cada 2 minutos. Para a amplificação, dividiram-se 100 mL da cultura de 
bactérias E. coli K91 infectadas em 2 Erlenmeyer contendo 200 mL de meio LB líquido 
cada contendo 0,4 μg/mL de antibiótico tetraciclina e incubou-se por 30 minutos a 37 
ºC a 250 rpm. Ajustou-se a concentração de antibiótico tetraciclina para 20 μg/mL e 
incubou-se overnight a 37 ºC a 250 rpm. 
A cultura de bactérias E. coli K91 infectada foi dividida em tubos Nalgene 
estéreis e submetidas à centrifugação por 20 minutos a 4 ºC a 4000 rpm. Recuperou-
se o sobrenadante e transferiu-se para tubos Nalgene estéreis e adicionaram-se 15% 
da solução de PEG 8000 [20% 2,5 M NaCl] e incubou-se em gelo overnight a 4 ºC 
para precipitação dos fagos. Submeteu-se a uma nova centrifugação por 40 minutos 
a 4 ºC e 8000 rpm descartando o sobrenadante e utilizando 7,5 mL de TBS [tris 50 
mM, NaCl 150 mM pH 7,5] para ressuspender o pellet. Após incubação por 30 minutos 
a 37 ºC a 150 rpma solução foi transferida para microtubos e centrifugada por 10 




qual foram adicionados 15% da solução de PEG 8000/NaCl  incubando-se overnight 
em gelo a 4 ºC. 
Os fagos foram transferidos para microtubos e centrifugados por 40 minutos 
a 4ºC a 10.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi recuperado em 1,5 
mL no total de TBS. Após nova centrifugação de 10 minutos a 4 ºC a 1500 rpm, a 
solução foi filtrada  em filtro 0,22 μm previamente umidecido com TBS, recolhida em 
microtubos e congelada para posterior titulação. 
Novamente preparou-se um pré-inóculo a partir de uma colônia de E. coli K91 
em 10 mL de meio LB líquido o qual foi  incubado overnight a 37 ºC a 250 rpm. O 
inóculo foi realizado a partir dos 10 mL do pré-inóculo em 100 mL de meio LB líquido, 
o qual foi incubado até atingir densidade ótica de 1.8 a 550 nm e deixado por 30 
minutos a 37 ºC a 50 rpm para formação dos pili. A titulação foi realizada a partir de 
diluições seriadas dos fagos em meio LB líquido, a partir de 10 μL dos fagos em 100 
μL de meio LB líquido. Posteriormente, 10 μL das diluições 10-6, 10-8 e 10-10 foram 
separadas para infectar individualmente 200 μL da cultura de E. coli K91, a qual se 
encontrava em fase exponencial. As bactérias foram incubadas por 15 minutos a 37 
ºC sem agitação e 15 minutos a 37 ºC a 250 rpm. De cada diluição, foram plaqueados 
200 μL em meio LB sólido contendo tetraciclina a 20 μg/mL cujas placas foram 
incubadas overnight a 37 ºC. 
 
 
3.3.2 Seleção de ligantes peptídicos expressos na superfície de fagos- panning. 
 
 
 A seleção de ligantes peptídicos foi realizada utilizando diferentes estratégias 
a fim de se obter fagos com maior afinidade e especificidade ao pepb2a2. 
 
 
3.3.2.1 Primeira estratégia de panning- exposição alternada entre peptídeo 
conjugado com BSA ou KLH  
 
 
Foi utilizado como estratégia inicial o revezamento na imobilização do alvo, 




sólida. Primeiramente foi realizada a imobilização de 10 μg/mL de pepb2a2-BSA 
diluído em coating buffer (NaHCO3 100 mM, pH 8,6) durante 48 horas a 4 ºC em uma 
placa de 96 poços como superfície. Após o período de imobilização, a placa ficou 2 
horas sob agitação a 37 ºC. A placa foi lavada 5 vezes por 2 minutos com tampão de 
lavagem TBS-T 0,05%. 
Para bloqueio da placa, incubou-se com uma solução de bloqueio TBS-T 
0,05% [contendo 3% BSA, previamente filtrada a 0,22 μm] por 2 horas sob leve 
agitação. A placa foi lavada conforme descrito anteriormente. 
Em seguida foram adicionadas 1011 TU/mL das bibliotecas de fagos LX-4 e 
X8CX8 e 1010 TU/mL das bibliotecas LX-8 e X15 diluídas em 10 mL de TBS-T 0,05% 
e incubadas overnight a 4ºC. Preparou-se um pré-inóculo em um tubo de 50 mL 
contendo 10 mL de meio LB e utilizando uma colônia isolada da bactéria E. coli K91, 
a 37ºC sob agitação de 225 rpm overnight. 
Após o período de incubação, a placa ficou 2 horas sob agitação 37ºC e foi 
submetida a 10 lavagens de 2 minutos com TBS-T 0,5% e, posteriormente, com 5 
lavagens de 2 minutos com TBS-T a 0,05% para remover os fagos que não ligaram. 
A placa foi incubada com tampão glicina [glicina-HCl 0,1 M, pH 2,2 BSA 1 
mg/mL, previamente filtrado a 0,22 μm] por 30 minutos sob agitação. Os fagos que se 
ligaram ao peptídeo foram recuperados por eluição ácida e recolhidos em um tubo 
Falcon. Posteriormente a solução foi neutralizada (pH 7,0) com solução Tris-HCl[1 M 
pH 9,0]. Foi retirada uma alíquota de 20 μL para posterior titulação parcial dos fagos. 
Preparou-se um pré-inóculo a partir de uma colônia de E. coli K91 em 10 mL de meio 
LB líquido e incubado overnight a 37 ºC a 250 rpm.  O inóculo foi realizado a partir dos 
10 mL do pré-inóculo em 100 mL de meio LB líquido e incubado até atingir densidade 
ótica de 1.8 em 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 ºC a 50 rpm para formação dos 
pili. 
Para a infecção dos fagos nas bactérias os 10 mL da solução de fagos 
recuperados foi dividida em dois tubos, nos quais foram adicionados 8,5 mL de cultura 
de bactérias K91 previamente preparadas e incubadas durante 10 minutos sem 
agitação. As soluções foram colocadas em 100 mL de meio LB contendo 0,02 μg/mL 
de tetraciclina e então deixadas por 30 minutos sob rotação de 225 rpm para obter a 
indução, posteriormente ajustada à concentração final de tetraciclina para 20 μg/mL e 




Transferiu-se o conteúdo para um tubo Nalgene estéril e centrifugou-se o 
volume total a 4000 rpm durante 20 minutos a 4 ºC. O sobrenadante foi tranferido para 
um novo tubo Nalgene estéril e adicionado 20% de PEG 8000. Agitou-se o tubo por 
inversão e incubou-se em gelo overnight a 4 ºC para precipitação dos fagos. Preparou-
se um pré-inóculo em um tubo de 50 mL contendo 10 mL de meio LB utilizando uma 
colônia isolada da bactéria E. coli K91, a 37 ºC sob agitação de 225 rpm overnight. 
O tubo contendo os fagos para precipitação foi centrifugado por 40 minutos a 
4ºC a 8000 rpm e eliminou-se o sobrenadante. O precipitado foi recuperado em 3 mL 
de solução TBS e incubado por 30 minutos a 37 ºC a 150 rpm. Transferiu-se para 
microtubos e foram centrifugados por 10 minutos a 15000 rpm a 4 ºC para eliminar os 
possíveis restantes celulares. Foram retirados 20 μL para posterior titulação e o 
restante foi congelado. 
Foi realizado um pré-inóculo a partir de uma colônia de E. coli K91 em 10 mL 
de meio LB líquido e incubado overnight a 37 ºC a 250 rpm.  O inóculo foi realizado a 
partir dos 10 mL do pré-inóculo em 100 mL de meio LB líquido, incubado até atingir 
densidade ótica de 1,8 em 550 nm e deixado por 30 minutos a 37 ºC a 50 rpm para 
formação dos pili. 
Infectaram-se 200 μL das bactérias K91 previamente preparadas com 10 μL 
de cada uma das diluições de fagos. Incubou-se por 15 minutos a 37 ºC sem agitação 
e posteriormente por mais 15 minutos a 37 ºC a 225 rpm. Utilizou-se 200 μL das 
bactérias infectadas para titulação e plaqueou-se em LB sólido contendo 20 μg/mL e 
as placas foram deixadas overnight a 37 ºC. No dia seguinte, contou-se o número de 
colônias. 
O segundo e o terceiro panning foram realizados segundo o protocolo, com a 
imobilização de 10 μg/mL de pepb2a2-KLH e 5 μg/mL de pepb2a2-BSA, 
respectivamente. A placa foi bloqueada com solução de caseína 2% em PBS quando 







FIGURA 9 - ESQUEMA DA PRIMEIRA ESTRATÉGIA DE SELEÇÃO NO PHAGE DISPLAY. 
Primeiramente, o conjugado pepb2a2-BSA foi imobilizado em placa de 96 poços na concentração de 
10 µg/mL para reconhecimento do pool das bibliotecas de fagos no panning. O pool de fagos obtidos 
no panning anterior foi exposto ao conjugado pepb2a2-KLH na concentração de 10 µg/mL e assim 
consecutivamente nos outros pannings (A AUTORA, 2014). 
 
 
3.3.2.2 Segunda estratégia de panning- utilização de imunotubo como superfície de 
imobilização da amostra 
 
 
 Outra estratégia utilizada foi asubstituição da superfície para imobilização do 
peptídeo, na qual foi realizada a substituição da placade 96 poços por um imunotubo. 
Foram imobilizados 10 µg/mL de pepb2a2-BSA em 1,5 mL de coating buffer por 48 
horas a 4 ºC. Todas as etapas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito 
anteriormente, adequado para volume final de 1,5 mL. Este mesmo protocolo foi 







FIGURA 10 - ESQUEMA DA SEGUNDA ESTRATÉGIA DE SELEÇÃO NO PHAGE DISPLAY. O 
conjugado pepb2a2-BSA foi imobilizado em imunotubo específico na concentração de 20 µg/mL para 
reconhecimento do pool das bibliotecas de fagos no panning (A AUTORA, 2014). 
 
 
3.3.2.3 Terceira estratégia de panning- exposição apenas do peptídeo como alvo e 
eluição ácida com sonicação. 
 
 
Outra abordagem para a seleção foi a imobilização apenas do pepb2a2 na 
placa de 96 poços imobilizada com 10 µg/mL de pepb2a2 em 10 mL de coating buffer. 
Além disso, uma nova tática para eluição foi realizada, descrita por Lunder et al, 
(2008). Após a incubação das bibliotecas overnight, a placa foi submetida a 10 
lavagens de 2 minutos com TBS-T 0,2% e, posteriormente, com 5 lavagens de 2 
minutos com TBS-T 0,05% para retirar os fagos que não ligaram. A placa foi lavada 4 
vezes com tampão glicina [glicina-HCl 0,1 M, pH 2,2 contendo BSA 1 mg/mL, 
previamente filtrado a 0,22 μm] por 5 minutos sob agitação. Os fagos que se ligaram 
ao peptídeo foram recuperados com eluição ácida com sonicação, no qual foi 




contendo BSA 1 mg/mL, previamente filtrado a 0,22 μm] recoberta por um adesivo e 




FIGURA 11 - ESQUEMA DA TERCEIRA ESTRATÉGIA DE SELEÇÃO NO PHAGE DISPLAY. O 
peptídeo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 poços na concentração de 10 µg/mL para 
reconhecimento do pool das bibliotecas de fagos no panning (A AUTORA, 2014). 
 
 




Após a obtenção de fagos proveniente das diferentes estratégias utilizadas 
nos pannings, foram coletadas cada uma das colônias e cultivadas individualmente 
em microtubos contendo 250 μL de meio LB contendo 20 mg/mL de antibiótico 
tetraciclina, com exceção da bactéria K91 utilizada como controle negativo, as quais 
foram incubadas overnight a 37 ºC a 250 rpm. As amostras foram submetidas à 
centrifugação e os sobrenadantes foram testados em monoplicatas por ELISA. 
Uma placa para ELISA foi imobilizada com o pepb2a2 em cada uma das 
diferentes estratégias em uma concentração de 10 μg/mL em 10 mL de coating buffer 
(NaHCO3 100 mM pH 8,6) e incubada overnight em geladeira. Entre cada etapa a 




O bloqueio dos sítios livres foi realizado utilizando solução de caseína 2% em 
PBS durante 1 hora a 37 ºC. Adicionaram-se os sobrenadantes obtidos e os pools de 
fagos final, em monoplicatas. Como controle negativo utilizou-se fago silvestre. A 
placa foi incubada por 1 hora a 37 ºC. 
Para verificar a interação alvo-fago foi adicionado o anticorpo anti-fago M13 
conjugado à peroxidase, diluído 1:400 em tampão de incubação e incubou-se durante 
1 hora a 37 ºC. Os poços foram lavados por 6 vezes e a placa foi revelada com 100 
μL de solução reveladora [2 mg de OPD em 10 mL de tampão citrato e 2 μL de H2O2] 
e incubada por 20 minutos protegida da luz. A interrupção da reação foi feita com 20 





FIGURA 12 - ESQUEMA DO FORMATO DO ELISA DOS FAGOS. Amostras contendo 1µg dos pepb2a 
foram imobilizadas em placas de 96 poços. Adicionaram-se os fagos, o conjugado anti-M13 (1:400) 
marcado com peroxidase e seu o substrato específico. A leitura da absorbância das amostras foi 




3.5 CARACTERIZAÇÃO DOS CLONES OBTIDOS NOS PANNINGS  
 
 
 Após o screening dos clones utilizando o sobrenadante, foram selecionados os 






3.5.1 Ensaio de ELISA para verificar a reatividade dos fagos isolados 
 
 
Um ensaio de ELISA foi realizado com o mesmo formato descrito 
anteriormente no item 3.4, porém utilizando diferentes soluções para o bloqueio dos 
sítios livres: caseína 2%, BSA 2% e Protein-free buffer da Pierce. 
 
 
3.5.2 Ensaio de ELISA para verificar a afinidade dos fagos 
 
 
Após a verificação da reatividade dos fagos utilizando diferentes soluções de 
bloqueio, estes foram amplificados, recuperados e titulados para posterior teste 
através do ensaio de ELISA, o qual foi realizado com o mesmo formato descrito 
anteriormente no item 4.4 em triplicatas, utilizando Protein-free buffer da Pierce para 
o bloqueio dos sítios livres. Os fagos foram adicionados em diferentes concentrações, 
em duplicatas e utilizou-se o fago silvestre como controle negativo. A análise do desvio 
padrão foi realizada com o programa Microsoft Excel. 
 
 
3.5.3 Ensaio de ELISA para verificar a especificidade dos fagos 
 
 
Para verificar a especificidade dos fagos frente aos outros peptídeos, foi 
realizado com o mesmo formato descrito anteriormente no item 3.4, imobilizando a 
placa com 10 μg/mL de pepb3a2 e e1a2 em coating buffer e o bloqueio dos sítios 
livres realizado utilizando Protein-free buffer da Pierce. 
Os fagos foram adicionados em diferentes concentrações, em duplicatas e 
utilizou-se o fago silvestre como controle negativo. A análise do desvio padrão foi 






3.5.4 Ensaio de ELISA de competição 
 
 
A fim de se verificar a preferência do fago pelo pepb2a2, um ensaio de ELISA 
foi realizado com o mesmo formato descrito anteriormente no item 3.4, na qual o 
bloqueio dos sítios livres realizado utilizando Protein-free buffer da Pierce e incubou-
se os fagos em diferentes concentrações juntamente com o anticorpo anti-b2a2 
1:150000 [Cell Signling L99H4], em duplicatas e utilizou-se o fago silvestre como 
controle negativo. 
 Como secundário, adicionou-se o anticorpo anti-IgG de camundongo 
conjugado à peroxidase, diluído 1:4000 em tampão de incubação durante 1 hora a 37 







4 RESULTADOS  
 
 
 Este estudo foi delineado visando a obtenção de peptídeos ligantes para o 
peptídeo representativo do transcrito b2a2 do gene BCR-ABL1 do cromossomo Ph. 
 
 
4.1 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
 
 As proteínas BCR-ABL1 geradas a partir do transcrito b2a2 possuem 927 
aminoácidos referentes ao gene BCR fusionadas a 1096 aminoácidos do ABL1. A 
segunda forma derivada de b3a2 é resultante da fusão de 902 aminoácidos do BCR 
com a mesma sequência de ABL1. A outra forma, geralmente encontrada em 
pacientes com LLA e codificada por e1a2, possui 426 aminoácidos referentes a BCR 
fusionada com o éxon a2 do ABL1 (GUO et al., 1994). Baseando-se nas sequências 
destas proteínas disponíveis no banco de dados Genbank, três peptídeos 
correspondentes à região de junção BCR-ABL1 foram desenhados pelo Dr. Roberto 
Rosati do Instituto Pelé Pequeno Príncipe, Curitiba-PR. 
 Conforme mostrado na figura 13 foram sintetizados peptídeos correspondentes 
a essas junções, com 14 aminoácidos de cada um dos transcritos adicionando-se à 
região N-terminal uma cisteína a fim de conferir a esta molécula a capacidade de ser 







FIGURA 13 - REPRESENTAÇÃO DOS TRÊS PEPTÍDEOS (pepb2a2, pepb3a2 e pepe1a2). Verificam-




 A cisteína confere ao peptídeo a possibilidade de ligação com linker, como 




4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS PEPTÍDEOS CONJUGADOS COM BSA  
 
 
 A eficácia da conjugação dos peptídeos ao BSA foi verificada por eletroforese 
de proteínas em gel de poliacrilamida como mostrado na figura 14. Houve aumento 







FIGURA 14 - PERFIL ELETROFORÉTICO DO SDS-PAGE DAS AMOSTRAS CONJUGADAS A BSA. 
Amostras contendo 5 µg dos conjugados pepe1a2-BSA, pepb2a2-BSA e pepb3a2-BSA foram 




4.3 REATIVIDADE DOS CONJUGADOS-pepb2a2 FRENTE A ANTICORPO 
ESPECÍFICO POR DOT-BLOT  
 
 
Foi realizado um ensaio de dot-blot manual para confirmar a conjugação do 
pepb2a2 às moléculas de KLH e BSA. A figura 15 mostra a presença das amostras 
protéicas coradas por Ponceau e a confirmação da conjugação após incubação com 














FIGURA 15 - RECONHECIMENTO DAS AMOSTRAS CONJUGADAS POR DOT-BLOT MANUAL. Amostras 
contendo 1µg foram sensibilizadas em membrana de nitrocelulose: pepb2a2-KLH (1), pepb2a2-KLH após diálise (2), 
pepb2a2-BSA (3), pepb2a2 (4), KLH (5) e BSA (6). Em A coloração por Ponceau. Em B após a incubação com 
anticorpo anti-b2a2 (1:1000) e o conjugado anti-IgG de camundongo (1:4000) marcado com peroxidase e adicionado 





 A disponibilidade apenas do anticorpoanti-b2a2 [Cell Signing Technologies] 
possibilitou ensaios com pepb2a2. A partir desta limitação, foi possível a confirmação 
deste conjugado à BSA e KLH após visualização com solução de DAB/Cloronaftol. O 
mesmo não foi visualizado nos controles, contendo apenas BSA e KLH. A partir deste 
resultado, podemos inferir que os outros dois peptídeos, pepe1a2 e pepb3a2, também 
podem ter sido adequadamente conjugados à estas duas moléculas.  
 
 
4.4 REATIVIDADE DOS CONJUGADOS-pepb2a2 FRENTE A ANTICORPO 
ESPECÍFICO POR ELISA 
 
 
Através do ELISA, corroborando o resultado do dot-blot, verificou-se que houve 
o reconhecimento do anticorpo monoclonal específico para as amostras contendo o 
peptídeo pepb2a2, não havendo reconhecimento dos controles. 
Desta forma, os ensaios sugerem que os peptídeos foram devidamente 




FIGURA 16 - REATIVIDADE DAS AMOSTRAS pepb2a2 CONJUGADAS. Amostras contendo 1µg dos 
pepb2a2-KLH, pepb2a2-BSA, pepb2a2, BSA e KLH foram imobilizadas em placa de 96 poços.  
Adicionou-se o anticorpo anti-b2a2 (1:1000), o conjugado anti-IgG de camundongo (1:4000) marcado 




























 Como mostrado nas figuras 15 e 16, foi possível a conjugação aos carreadores 
com o auxílio de um linker, no caso o SMCC, resultando em uma conjugação eficiente 




4.5 SELEÇÃO DE FAGOS DE INTERESSE OBTIDOS NOS PANNINGS POR 
PHAGE DISPLAY- SCREENING 
  
 
A partir da técnica do phage display utilizando a primeira estratégia de 
panning, houve uma diminuição no número de fagos recuperados (output) em relação 
aos adicionados na seleção (input) conforme mostrado na tabela 1. 
 
 
TABELA 1 – RESULTADOS DO PHAGE DISPLAY A PARTIR DA PRIMEIRA ESTRATÉGIA DE 
PANNING 
 Input Output Após 
amplificação 
Panning 1 1 x 1011 5 x 1010 1 x 1012 
Panning 2 2 x 1012 1 x 106 7 x 1011 
Panning 3 2 x 1012 5  x 106 6 x 1012 
(A AUTORA, 2014). 
 
 
Porém, nesta primeira estratégia, utilizando-se o pool de fagos por ELISA, não 






FIGURA 17 - TESTE DA REATIVIDADE DO POOL DE FAGOS AO FINAL DE CADA PANNING. O 
peptídeo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 poços. Adicionaram-se amostras representativas do 
pool de fagos finais recuperados ao final de cada panning: 1º panning refere-se a seleção do pepb2a2-
BSA10 µg/mL, o 2º panning pepb2a2-KLH 10 µg/mL e o 3º panning com pepb2a2-BSA 5 µg/mL. 
Adicionou-se o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com peroxidase e seu o substrato específico. A 
leitura da absorbância das amostras foi determinada em 495 nm. 
 
 
Após individualização, foram obtidos 23 clones na primeira seleção, 15 clones 
na segunda e 15 clones na terceira, porém nenhum deles apresentou reatividade 
quando testados por ensaio de ELISA em diferentes formatos (dados não mostrados). 
Na tentativa de seleção de fagos reativos, realizou-se a segunda estratégia 
utilizando um imunotubo como fase sólida para realização do panning, porém não foi 
possível a obtenção de nenhum clone após a etapa de eluição ácida.  
Na busca por ligantes peptídicos específicos para pepb2a2, utilizou-se a 
terceira estratégia utilizando o pepb2a2 como alvo e a utilização de uma solução ácida 
concomitantemente a sonicação na etapa de eluição. Esta não possibilitou um a 
quantificação dos fagos recuperados (output) em relação aos adicionados na seleção 
(input) conforme mostrado na tabela 2, entretanto após a individualização, esta 







































 Input Output Após 
amplificação 
Panning 1 1 x 1011 - 3 x 108 
Panning 2 2 x 1012 - 4 x 108  
(A AUTORA, 2014). 
 
 
Destes clones, foram selecionados 37 após o primeiro panning e 49 após o 
segundo panning. Estes clones foram cultivados e seus sobrenadantes foram testados 
por ensaio de ELISA para verificar quanto à reatividade de cada um. 
Após o screening individual destes clones referentes ao panning 1 (figura 18) 
e ao panning 2 (figura 19), foram identificados 5 clones utilizando como critério para 
seleção os fagos que apresentaram absorbância 3 vezes o valor da menor 
absorbância. Destacados em vermelho nas figuras 18 e 19 estão os clones 
selecionados: S28 proveniente do primeiro panning e 13S, 25S, 39S e 41S 
provenientes do segundo panning. 
 
 
FIGURA 18 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES INDIVIDUALIZADOS 
DO 1º PANNING. O peptídeo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 poços. Após centrifugação, os 
sobrenadantes dos 37 clones individualizados foram adicionados. Adicionou-se o conjugado anti-M13 
(1:400) marcado com peroxidase e seu substrato específico. A leitura da absorbância das amostras foi 
determinada em 495 nm. Foi escolhido o clone (indicado em vermelho) cujo peptídeo apresentou 
reatividade frente ao pepb2a2 três vezes maior que a absorbância obtida com o clone de menor 
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FIGURA 19 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES INDIVIDUALIZADOS 
DO 2º PANNING. O peptídeo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 poços. Após centrifugação, os 
sobrenadantes dos 49 clones individualizados foram adicionados. Adicionou-se o conjugado anti-M13 
(1:400) marcado com peroxidase e seu o substrato específico. A leitura da absorbância das amostras 
foi determinada em 495 nm. Foram escolhidos clones (indicados em vermelho) cujos peptídeos 
apresentaram reatividade frente ao pepb2a2 no mínimo três vezes maior que a absorbância obtida com 
o clone de menor reatividade (0,061) nos pannings (indicado em preto). 
 
 
Utilizando-se diferentes soluções de bloqueio, obteve-se os resultados 
mostrados na figura 20. O melhor resultado foi aquele obtido com a solução de 
bloqueio free protein da Pierce em que os clones 35S e 13S mostraram absorbâncias 












































































































































































FIGURA 20 - TESTE DA REATIVIDADE DO SOBRENADANTE DOS CLONES SELECIONADOS 
UTILIZANDO A DIFERENTES SOLUÇÕES DE BLOQUEIO DA PLACA. O peptídeo pepb2a2 foi 
imobilizado em placa de 96 poços e os sítios livres foram bloqueados utilizando caseína 2% PBS, BSA 
2% e Protein-free buffer (PBS) da Pierce. Após centrifugação, os sobrenadantes dos clones 
individualizados foram adicionados. Adicionou-se o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com 




Um ensaio de ELISA utilizando diferentes concentrações dos fagos 
selecionados e do fago silvestre (F.S.), que não expressa nenhum peptídeo, foi 
realizado para verificar a reatividade dos clones individualmente. Verificou-se que o 
fago 13S e 25S em concentração de 1010 TU/mL se destacaram em relação a sua 



































FIGURA 21 - TESTE DA REATIVIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES. O 
peptídeo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 poços. Os fagos selecionados e o fago silvestre (F.S.) 
foram adicionados nas concentrações de 1010, 109 e 108 TU/mL e utilizou-se o anticorpo anti-b2a2 como 
controle positivo. Adicionou-se o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com peroxidase e seu o 
substrato específico. A leitura da absorbância das amostras foi determinada em 495 nm. 
 
 
4.7 ENSAIO DE ESPECIFICIDADE 
 
 
 Os fagos 13S e 15S testados frente a outros dois peptídeos sintéticos 
correspondentes aos transcritos pepb3a2 e pepe1a2 e usado o fago silvestre (F.S.), 
que não expressa nenhum peptídeo, como controle negativo. A seguir (figura 22) 







































FIGURA 22 - TESTE DA ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
FRENTE AO pepb3a2. O peptídeo pepb3a2 foi imobilizado em placa de 96 poços. Adicionaram-se os 
fagos nas concentrações de 1010, 109 e 108 TU/ mL e o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com 




 O mesmo ensaio foi realizado frente ao pepe1a2 como descrito acima. 




FIGURA 23- TESTE DA ESPECIFICIDADE DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES 
FRENTE AO pepe1a2. O peptídeo pepe1a2 foi imobilizado em placa de 96 poços. Adicionaram-se os 
fagos nas concentrações de 1010, 109 e 108 TU/mL e o conjugado anti-M13 (1:400) marcado com 




















































4.8 ENSAIO DE COMPETIÇÃO  
 
 
 Foi realizado um ensaio de ELISA para verificar se os clones 13S e 25S eram 
capazes de interferir na reação entre o pepb2a2 imobilizado na placa e o anticorpo 
monoclonal anti-b2a2 (1:150.000) e utilizado o fago silvestre (F.S.), que não expressa 
nenhum peptídeo como controle negativo. Como observado na figura 24, houve 
inibição dessa reação em 38,12% e 27,15%, respectivamente. Não havendo 




FIGURA 24 - TESTE DE COMPETIÇÃO DOS FAGOS EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES COM O 
ANTICORPO anti-b2a2. O peptídeo pepb2a2 foi imobilizado em placa de 96 poços. Adicionaram-se os 
fagos nas concentrações de 1010, 109 e 108 TU/ mL concomitantemente ao anticorpo anti-b2a2 
(1:150000), o conjugado anti-IgG de camundongo (1:4000) marcado com peroxidase e seu substrato 







































O diagnóstico, bem como o monitoramento da DRM, de algumas leucemias 
como a LMC e LLA utiliza como um dos parâmetros a presença do cromossomo Ph, 
isto é, de uma translocação BCR-ABL1 (FADERL et al., 1999).  
As técnicas atualmente disponíveis para detecção da translocação que 
utilizam biologia molecular tem suas vantagens embora apresentem também uma 
série de desvantagens (TOHAMI, NAGLER E AMARIGLIO, 2012) sendo a mais 
importante a incapacidade de detecção da proteína quimérica uma vez que a 
quantidade de RNAm nem sempre é fiel ao montante da proteína expressa. Por isso, 
pesquisadores tem defendido a investigação e quantificação das proteínas quiméricas 
(GUO et al., 1996).  
Diante disto e devido a necessidade do desenvolvimento e aprimoramento 
dos métodos de diagnóstico com maior sensibilidade, menor custo e que leve em 
consideração o bem-estar do paciente, foi utilizada a técnica de Phage Display neste 
trabalho com o objetivo de identificar ligantes para a principal proteína do transcrito do 
cromossomo Ph, denominado de b2a2.  
 A técnica de Phage Display vem sendo aplicada no diagnóstico de 
diversificadas doenças (LIONAKIS et al., 2005; MANHANI et al., 2011). Diversos 
trabalhos (JÄGER et al., 2007; PARK et al., 2012; SHEN, XIE E EDWARDS, 2013; 
SHIRES et al., 2014) têm empregado esta técnica na tentativa de obter marcadores 
para o câncer e até mesmo em algumas leucemias. 
Baseando-se em um estudo americano que mostra a interação peptídeo-
peptídeo como uma alternativa para a identificação de marcadores diagnósticos 
(ZHANG, ZHU E KODADEK, 2000), diferentes estratégias foram realizadas neste 
trabalho de forma a selecionar peptídeos com afinidade para um peptídeo sintético 
correspondente ao fragmento correspondente ao transcrito b2a2 (pepb2a2).  
Para tanto, peptídeos representativos à região de fusão das três proteínas 
correspondente aos três principais transcritos do cromossomo Ph foram sintetizados 
(pepb2a2, pepb3a2 e pepe1a2) e conjugados a proteínas carreadoras, como BSA e 
KLH, com o intuito de favorecer a seleção a partir de uma biblioteca de fagos 
utilizando-se moléculas de baixo peso molecular  (HIROSE et al., 1998). Este 




da massa molecular das amostras conjugadas à BSA adicionada a cada canaleta 
(figura 14) indica que houve eficácia na metodologia empregada para conjugação dos 
peptídeos a essa proteína. Ainda, os ensaios de dot-blot manual e ELISA confirmaram 
esse resultado, uma vez que um anticorpo específico anti-b2a2 reconheceu o 
pepb2a2-BSA e não os devidos controles (figura 15 e 16). 
A conjugação ao KLH não foi possível ser confirmada pelo SDS-PAGE devido 
à alta massa molecular apresentada por esta molécula. Devido a este fato, os 
resultados obtidos com os ensaios de dot-blot manual e ELISA (figura 15 e 16) inferem 
que houve eficiência na conjugação à este carreador pelo reconhecimento do 
anticorpo específico anti-b2a2 ao pepb2a2-KLH e não dos devidos controles. 
Na primeira estratégia de seleção do Phage Display, o peptídeo pepb2a2 foi 
carreado com BSA e utilizado como alvo para uma biblioteca de peptídeos expressos 
em fagos. De forma a direcionar a seleção para os peptídeos e não para a albumina, 
na seleção seguinte foi utilizado como proteína carreadora o KLH  (HIROSE et al., 
1998). Inicialmente os resultados foram satisfatórios devido à diferença entre o título 
de fagos recuperados no primeiro panning em relação ao segundo (tabela 1), 
sugerindo que a maioria dos fagos recuperados no segundo seria mais específica. 
Porém, os clones selecionados, quando em presença do pepb2a2, não se mostraram 
reativos por teste de ELISA (dados não mostrados).  
Baseando-se em estudo recente do nosso grupo de pesquisa (FOGAÇA et 
al., 2014), na tentativa de expor o pepb2a2 de maneira mais efetiva e em maior 
concentração, utilizaram-se, como fase sólida, imunotubos específicos para a técnica 
de Phage Display. Por essa estratégia, não foram obtidos nem mesmo clones para 
serem testados. 
Finalmente, como terceira estratégia, utilizou-se o pepb2a2 diretamente na 
placa, ou seja, sem proteína carreadora além da utilização do processo de sonicação 
e acidez para a etapa de eluição dos fagos (LUNDER et al., 2008). A partir de então, 
obteve-se sucesso na clonagem de peptídeos apresentados em fagos com afinidade 
para o pepb2a2. Esse fato pode explicar parcialmente, o resultado negativo obtido 
com a primeira estratégia tendo em vista que a sonicação, realizada na terceira 
tentativa, torna o processo de eluição mais eficiente, desligando o fago com maior 
afinidade pelo pepb2a2.  
Este fato foi comprovado através dos resultados obtidos no ELISA realizado 




bacteriófagos que melhor interagiram com o peptídeo pepb2a2. Curiosamente, 
mesmo lavando a placa com solução ácida para retirada de fagos de baixa afinidade 
e utilizando a sonicação como técnica de eluição, houve a recuperação de fagos que 
não apresentaram reatividade frente ao pepb2a2.  
No screening inicial, comparando-se as reatividades do sobrenadante dos 
clones recuperados com resultados obtidos por outros trabalhos do nosso grupo de 
pesquisa (DE MOURA et al., 2011; FOGAÇA et al., 2014), as absorbâncias foram de 
duas a três vezes menor. Isso já era esperado, uma vez que nesses casos citados 
foram utilizados anticorpos de 150 kDa, e nosso alvo, o pepb2a2, apresenta somente 
14 aminoácidos (cerca de 1,6 kDa). Portanto, de acordo com Zhang et al. (2000) seria 
de se esperar uma baixa afinidade além da possibilidade de reatividade cruzada, ou 
seja, baixa especificidade. Isso foi notado quando se verificou que a reação dos 
peptídeos apresentados por fagos frente ao pepb2a2 não era dose-dependente 
quando se utilizava caseína como agente bloqueador do ELISA (dados não 
mostrados). Foi então que outros agentes bloqueadores foram testados utilizando o 
sobrenadante contendo fagos, conforme mostrado na figura 20. Verificou-se que 
alguns clones S28, 39S e 41S reagiram, na realidade, com a caseína, perdendo sua 
reatividade quando o a solução bloqueadora fora substituída por uma solução sem 
proteínas. Com o clone 13S não houve modificação, porém o 25S, antes pouco 
reativo, apresentou absorbância próxima do anticorpo monoclonal anti b2a2 utilizado 
como controle positivo.  
Utilizando-se como agente bloqueador a solução livre de proteínas (ASBACH 
et al., 2010), e ainda quantidades conhecidas de fagos (1 x 1010,1 x 109 e 1 x 108  
TU/ml-1), foi verificado que clones 13S e 25S apresentaram dose-dependência em 
relação à reatividade ao pepb2a2. Esse resultado somado ao fato de haver uma 
reatividade quase nula do fago silvestre, que não expressa nenhum peptídeo, indica 
que há especificidade na ligação, ou seja, a reatividade refere-se ao peptídeo 
apresentado pelo fago e não às proteínas do capsídeo do vírus.  
Um resultado bastante positivo que deve ser enfatizado foi o fato da 
absorbância obtida com 13S e 25S, quando em concentração de 1 x 1010 TU/ml, ter 
sido muito semelhante à encontrada utilizando-se o anticorpo monoclonal anti b2a2 
(figura 21). 
Em relação à especificidade dos clones 25S e 13S frente ao pepb2a2 




b3a2), verificou-se pelo ELISA que a técnica de Phage Display foi eficiente na seleção 
de peptídeos específicos para o alvo utilizado como também mostrado por Manhani 
et al. (2011). 
Quando realizado o ELISA de competição, os clones 13S e 25S foram 
capazes de inibir a ligação do anticorpo monoclonal ao pepb2a2 diminuindo sua 
reatividade em 38,12% e 27,15%, respectivamente. Mais uma vez mostrando a 
especificidade dos ligantes selecionados e sua capacidade de inibir a ligação do 
pepb2a2 a uma molécula no mínimo 100 vezes maior que eles.    
A partir dos resultados obtidos nos ensaios de afinidade, especificidade e 
competição destaca-se que os peptídeos expressos em fagos dos clones 13S e 25S 
se mostraram tão bons ligantes do fragmento correspondente ao transcrito b2a2 
expresso pelo cromossomo Ph quanto o anticorpo monoclonal. Vale ressaltar, ainda, 
que estes apresentaram uma reatividade muito superior ao esperado levando em 
conta que esses peptídeos identificados são moléculas muito pequenas. 
É a primeira vez que a técnica de Phage Display é utilizada para selecionar 
peptídeos com afinidade por peptídeos. Embora os peptídeos selecionados 
apresentem possivelmente uma menor afinidade, eles podem ser uma alternativa para 
o diagnóstico (ZHANG, ZHU E KODADEK, 2000; AHMED et al., 2014) e até mesmo 
no tratamento de determinadas doenças (SHEN, XIE E EDWARDS, 2013). Ainda, 
diversos trabalhos (SHEN, XIE E EDWARDS, 2013; AHMED et al., 2014) argumentam 
que, apesar da alta afinidade e alta especificidade, algumas desvantagens na 
utilização de anticorpos monoclonais, como a dificuldade na produção utilizando 
métodos in vivo baseados em células, sem contar o elevado custo e a dificuldade na 
purificação. Além disso, os peptídeos como marcadores específicos apresentam 
diversas vantagens: podem ser armazenado durante longos períodos de tempo, sem 
o receio de deterioração e são mais baratos de produzir em relação a anticorpos 
monoclonais e são relativamente livres de contaminantes, tais como substâncias 
tóxicas de sistemas de expressão (AHMED et al., 2014). 
Este trabalho foi o primeiro passo dado para a obtenção de ligantes sintéticos 
que podem ser empregados como ferramentas biotecnológicas para o uso na saúde 
humana. É notório que o estudo para a caracterização dos peptídeos selecionados 
por Phage Display deve ser continuado, especialmente com a sequência peptídica na 
sua forma sintética, com a análise da afinidade por ressonância plasmônica, ou da 




Estudos recentes mostram que peptídeos sintéticos podem ser utilizados 
como alvos em biossensores no monitoramento da LMC (YANG et al., 2013) fato que 
nos encoraja a dar continuidade a esse estudo.  
 Os peptídeos na forma sintética podem ser acoplados a marcadores como a 
biotina (YANG et al., 2013) ou expressos em sistemas heterólogos conjugados a 
enzimas como a fosfatase alcalina, por exemplo, para serem utilizados em 
imunodiagnósticos ou ainda acoplados a nanopartículas ou beads para serem 
empregados em citometria de fluxo. Assim, esses ligantes peptídicos apresentam uma 










O presente estudo mostrou que a tecnologia de Phage Display foi eficiente na 
obtenção de ligantes peptídicos baseando-se na interação peptídeo-peptídeo para o 
fragmento representativo do transcrito b2a2 (pepb2a2) expresso pelo cromossomo 
Ph. 
Foi possível a conjugação dos peptídeos representativos às proteínas 
carreadoras de forma eficiente, uma vez que os resultados obtidos pelas técnicas de 
eletroforese, dot-blot manual e ELISA confirmaram a caracterização dos conjugados 
apresentando rendimento satisfatório.  
Inicialmente, a estratégia utilizando estes conjugados mostrou-se adequada ao 
favorecer a exposição dos fragmentos na seleção de possíveis ligantes. Entretanto, 
nosso estudo não obteve resultados satisfatórios quando utilizando placa de 96 poços 
nem imunotubos específicos como superfície. 
A seleção com o pepb2a2 diretamente na placa e a utilização de uma solução 
ácida concomitantemente com sonicação na etapa de eluição dos fagos propiciou a 
obtenção de peptídeos apresentados em fagos com afinidade e especificidade para 
pepb2a2. 
Em resumo, nossos resultados nos encorajam a continuar os estudos inclusive 
com os outros transcritos, uma vez que a técnica é uma ferramenta biotecnológica 
bastante promissora cujos peptídeos selecionados podem vir a ser  uma alternativa  









- Realizar ensaios prévios de reconhecimento dos fagos em extratos celulares de 
linhagens comerciais que apresentam a proteína quimérica BCR-ABL1 para 
posteriores ensaios em pacientes com LMC; 
 
-Prosseguir estudos de caracterização desses ligantes utilizando as sequências 
peptídicas obtidas na sua forma sintética; 
 
- Realizar estudos conjugando esses peptídeos a nanopartículas ou marcadores 
enzimáticos; 
 
- Obter fagos para os outros transcritos expressos pelo cromossomo Ph (b3a2 e e1a2) 
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